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	 進化の過程で生物は様々な適応的発達を遂げてきた. その過程で,  我々ヒトを含む哺乳
類は胎盤形成および授乳を含む養育行動によって子孫をより強く生存させるという特異な
繁殖戦略を獲得した. 卵を産む卵生や,  卵をメスの胎内で孵化させてから仔を産む卵胎生




ているように思える. しかし,  生育環境が後天的にクロマチン修飾を変化させることで,  
遺伝子発現が調節されることが知られており,  未成熟かつ可塑性に富む状態で出産するこ
とは,  環境により適応した表現型を仔に獲得させる上で大きな意義がある. すなわち,  後
天的に環境に大きく適応しうる子孫を残すという繁殖戦略を成立させた生物が哺乳類と言
えよう. このような点を鑑みると,  刻々と変化する環境下における親の養育行動が仔の発
達に及ぼす影響は極めて大きい.  
	 母子間の関係性や親(特定の養育者)の存在の重要性は 1960年代頃に John Bowlbyらによ
って説かれた. 彼は戦争孤児の健康状態と育児環境を調査し,  身体や情動の正常な発達に
は栄養学的なサポートだけでなく, 養育者から適切な養育行動を受けることが必要である
ことを指摘した (Bowlby, 1969). その後の Harry Hallow らのアカゲザルを用いた研究に
より,  母親と十分な接触を持てなかった幼若個体は成長後に攻撃性が上昇するなど正常な
社会性が発達しなかったことが明らかになった (Hallow, 1971). また,  サル以外にもげっ
歯類や家畜において, 仔を母親から早く離乳させることで,  仔の体重増加が鈍化したり,  
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攻撃行動や不安行動が増加したりすることが多く報告されている (McGlone et al., 1994; 
Kikusui & Mori, 2009; Mogi et al., 2011). Meaney らはラットを用い,  母ラットから毛づ
くろいを多く受けた仔ラットは成長後にストレス耐性が高まり, 不安行動が低下すること
を発見した(Liu et al., 1997). さらに, このラットはあまり毛づくろいをされなかったラッ
トと比較して海馬のグルココルチコイド受容体の発現量が多いことも明らかとなった. 一
般的にストレスを受けると分泌量が増すグルココルチコイドは下垂体由来の副腎皮質刺激
ホルモン(ACTH)の刺激を受けて副腎皮質から放出される. この ACTH は脳視床下部にあ
る副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRF)により制御されており, これら視床下部—下垂
体—副腎のストレス応答を司る反応軸は HPA 軸と呼ばれている. 海馬のグルココルチコイ
ド受容体はコルチコステロンと結合し, CRF 分泌ニューロンに抑制性の情報を伝達するこ
とで HPA 軸活性のネガティブフィードバックの要として機能する. すなわち, 母個体から
毛づくろい行動を多く受けることでグルココルチコイド受容体の発現量が増えると, スト
レス反応系のネガティブフィードバックが強く働き, ストレス耐性が高まるのだ. また, 不
安や攻撃などの情動の中枢である扁桃体における GABA 受容体の発現量も増加しているこ
とが分かっている. GABA 受容体は抗不安薬であるベンゾジアゼピン系薬物の作用点であ
り, その受容体が増えたことで不安が低下したと考えられる(Liu et al., 1997; Meaney, 
2001). これら一連の変化は DNA のメチル化によることが近年の分子生物学的研究で解明
されており,  養育行動が仔の遺伝子発現頻度を後天的に調節していることが明らかになっ






	 仔の発達に重要な養育行動は本能的な行動である. しかし,  初めから全ての成熟個体が
円滑な養育行動を示す訳ではない. 養育行動の適切な発現には大きく分けて２つの因子が
関わっている. 一つは社会経験の獲得である. 通常,  育児経験のない成熟したメスラット
は幼若個体に出会うと激しい攻撃行動を示す(Terkel & Rosenblatt, 1971). しかし,  繰り
返し仔に暴露されることで巣作り,  巣戻し,  保温,  毛繕いといった授乳以外の典型的な
養育行動を示すようになる (Rosenblatt, 1967). また,  育児経験に加え交尾・妊娠・出産
という一連の生殖経験も養育行動の発現を亢進する. 興味深いことに Graber らはバルーン
を使って子宮を拡張することにより,  メスラットの養育行動が亢進することを見いだした 
(Graber & Krstal, 1977). 我々も先行研究にて膣の拡張刺激や射精刺激を伴う交尾経験に
より雌雄マウスの養育行動が活性化することを明らかにした (Okabe et al., 2010). このよ
うに社会経験の獲得は養育行動の発現を促進する因子として機能する. もうひとつ重要と
なる因子はホルモンである. 古くからエストロゲンやアンドロゲンが養育行動を制御して




系にも作用し , いくつかの社会行動を制御していることが分かってきた  (Barberis & 
Tribollet, 1996). とくに, オキシトシンの作用阻害により養育行動の発現が阻害されるこ
とから, 養育行動の制御因子として考えられている (Insel & Harbaugh, 1989; Leengoed 




動を活性化するのか,  そのメカニズムについては未だ多くの謎が残っている.  
	 養育行動を誘起するために幼若個体は生後間もない頃から様々なシグナルを発する. 嗅
覚や聴覚,  触覚,  味覚を介したこれらシグナルは自身の位置や状態を親に伝える上で重
要な役割を担う. とくに嗅覚シグナルは親が仔を認知するために用いることが多い. たと
えば, ヒツジは自身の仔を他の仔と識別し, 他の仔が乳房に近づくのを激しく拒む (Levy 
& Poindron, 1987). このような養育行動の強い選択性は出産後, 仔に付着している羊膜の
匂いを洗い流すことで消失する. また, 羊膜の匂いを自身の仔ではない他の仔に付着させ
ると, その仔を養育するようになる. このことから, 選択的養育行動が嗅覚シグナルに強く
依存していることが明らかとなっている(Levy & Poindron, 1987). 同様の現象はブタでも
観察されている (Maletinska et al., 2002). 嗅覚シグナル以外のシグナル, たとえば聴覚シ
グナルも養育行動の惹起に寄与する. 聴覚シグナルはその性質上, 離れてしまい姿が見え
なくなってしまった親をすぐさま呼ぶのに適しており, ヒツジやブタなどの親は仔の鳴き
声をたよりに離れた仔のもとに近づいていく (Nowak et al., 2011; Weary et al., 1999). ま
た, ヒトの場合, 子の「泣く声」には親への意思伝達機能が備わっており, その時の子の状
態に関する情報を伝えるシグナルであり, 情動の強い賦活因子だと考えられている(Green 
et al., 1993; Murray, 1979). このように仔の発するシグナルは親の養育行動発現において
重要な機能を担っている. 我々はこれまで, 様々な社会経験の獲得により仔マウスシグナ
ル, 特に聴覚シグナルへの親の反応性が養育行動と同様に変化することを明らかにした








れている(Farrell & Alberts, 2002). 複合的な刺激の受容認知機構はより正確な行動発現の
ために極めて重要なメカニズムである.  しかし, このような複合的なシグナルの受容メカ





現メカニズムの解明が不可欠である. すなわち, 幼若個体が発するシグナルを受容し, 個体
を認知し, 養育行動を発現するという一連のスキームを支持している神経機構を同定する
必要がある. そこで, 本研究では哺乳類の仔にとって極めて重要な養育行動に着目し, どの
ような機構・過程を経て親は仔のシグナルを認知し, 養育行動を示すようになるのか, その
神経機構を明らかにすることを目的とした. まずは第１章にて仔マウスの発するシグナル
の受容認知機構の同定を目指し,  続く第 2 章では養育行動の促進に重要な社会経験とホル
モンがどのような関係性で養育行動を制御するのか調査した. さらに, 第 3 章では第 1・2
章で明らかにした知見を元に, 経験による養育行動の促進をもたらす神経科学的メカニズ
ムを調査した. これら３つの実験結果を有機的に考察することで, 我々哺乳類の根幹を成
す表現型の一つである養育の制御機構に迫る (図 .1). なお , 全ての実験は Ethics 







御する可能性が示された(Okabe et al., 2010). この知見をもとに, 第 1 章では養育行動制御中枢の候補とされているい
くつかの脳領域を中心に仔マウスシグナルの受容認知機構の同定を目指す. さらに, 第 2 章ではホルモンと社会経験の
行動修飾作用に注目し行動修飾に重要な候補因子の同定を目指す. 第 3 章では第 2 章の知見を元に, 経験獲得による養



































子となる. シグナルには嗅覚, 聴覚, 触覚, 味覚など様々な種類があるが, マウスにおいて
は嗅覚刺激が養育行動を誘起する最も重要な刺激であることが示唆されている(Levy, 
Keller & Poidron, 2004; Wang, & Storm, 2011). たとえば, 仔マウスを温かいお湯で洗い, 
嗅覚シグナルを断ってしまうと, 親による巣戻し行動が減少することが報告されている
(Cohen Rothschild, & Miarahi, 2011). また, 初産のマウスは養育行動の発現を仔の嗅覚シ
グナルに頼ることが多い. 初産のメスマウスの嗅球を除去すると適切な養育行動が発現せ
ず仔殺しを行う(Seegal & Denenberg, 1974; Levy et al., 2004). その一方で, 既に仔育てを
したことがある母マウスでは嗅球除去をしても養育行動が障害されない (Seegal & 
Denenberg, 1974). また, 興味深いことに, たとえ初産のメスマウスであっても, 出産前に
実験的に何度も仔マウスに暴露されることで嗅球除去による養育行動障害が生じなくなる




とえば, 分娩後に親により胎膜を取り除かれる時に発する“Postpartum sound”, 母マウス
の乳頭を探す際に発する“Wrigling call”, 粗雑に扱われたり親に噛まれたりした時に発す
る“Rough handling call”, そして、母親や巣から隔離されると発する“Pup USVs”である 
(Branchi et al., 2001; Ehret, 2005). Pup USVs は周波数が 30-80 kHz, 持続時間が
10-100ms, 音圧が 60-100dB という音声的な特徴を持っており(Belle et al., 1972), 生後
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6-7 日程度でその発生頻度はピークに達する(Kuroda et al., 2012). 周波数の高い音声は障
害物や湿気, 埃による音圧の減衰が大きく, 遠くまで響かないという特徴がある (Griffin, 
1971). これにより両耳における音圧の差異が明確になりやすく, 音源を定位しやすいとい
う特性が生じる. さらに, 遠くの天敵に定位されにくいことから,  pup USVs は適応的な




に接近していく (Farrell & Alberts, 2002). 近年, マウスを用いた電気生理学的研究により, 
嗅覚シグナルを受容した状態では pup USVs に対する聴覚野の神経活動が増加することが
報告された (Cohen et al., 2011). しかし, 仔マウスの発する複合刺激に対する行動学的な
反応を調査した研究は少なく, それぞれの刺激が相加的に養育活性を上昇させているのか, 
それとも別個に機能しているのか, その受容認知機構は定かではない.  
	 我々はこれまで母マウスが pup USVs に特異的な反応を示すこと, 交尾や育児経験によ
り養育行動の活性が上昇すると共に pup USVs への反応性も同様に上昇することを明らか
にした(Uematsu et al., 2007; Okabe et al., 2010). これは社会経験が 2 つの表現型を司る
機構に同様に作用したことを示唆しており, pup USVs への反応性と養育行動の発現がある
程度共通のメカニズムにより制御されている可能性を示している.  
	 養育行動の制御中枢の一つとして視床下部内側視索前野(Medial preoptic area; MPOA)
と分界条床核(Bed nucleus of the stria terminalis; BNST)の神経回路が指摘されている. 
実際, MPOA と BNST の神経回路を物理的に遮断すると, 巣戻し行動や仔を探索する行動
が減少することが報告されている(Terkel, Bridges, & Sawyer, 1979; Numan & Callahan, 
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1980, Numan, 2007). また, 母個体に仔を暴露すると MPOA における神経活性が上昇する
ことが報告されており, 仔が発する様々な刺激が聴覚野や嗅球などの感覚受容野, あるい
はその下流で統合処理され, 養育行動中枢である MPOA/BNST を活性化させている可能性
が考えられる. しかし, 仔マウスシグナルが MPOA や BNST を活性化するのか直接的に調
査した研究はほとんどなく, その詳細は明らかにされていない. そのため,  MPOA/BNST
のような養育行動制御中枢と仔マウスシグナル受容認知機構の関連性も定かではない.  
	 本章では実験 1 として, 仔マウス嗅覚刺激と聴覚刺激である pup USVs が相加的に母個
体の養育行動を惹起するのか, 刺激に対する接近行動を指標に二者選択課題を用いて観察
することとした. また, 実験 2ではこれら仔マウスシグナルを受容認知する神経機構の解明, 
とくに養育行動制御機構との関連を明らかにすることを目指し, MPOA を中心にいくつか



















た C57BL/6j マウス(B6)を使用した. 7-16 週齢のオスマウスとメスマウスをつがいにして飼
育し, 妊娠, 出産させた. 生後 28 日で離乳し, その後 1 ケージにつき同性のマウスを 4−5
匹で飼育した. すべてのマウスは 12 時間の明暗周期(明期;6:00-18:00，暗期;18:00-6:00)で, 
一定の室温(24 ± 1 ℃), 相対湿度(45 ±5 %)に保たれた動物室で飼育ケージ(17.5 cm×
24.5 cm×12.5 cm)にて維持した. 成熟後( > 生後 8 週齢)にオスマウスとメスマウスをペア
にし, 2 週間後にオスマウスを隔離した. 床敷には Corncob(SHPHERD, 米国)を, 巣材には
パルマスμ(天然素材探索研究所, 川崎)を使用した. 妊娠メスマウスを単独飼育し, 出産後
6-8 日経過した母マウスを実験に使用した. 実験時の週齢は 3-4 ヶ月齢であった.  
 
仔マウス嗅覚刺激の準備 
	 仔マウス嗅覚刺激を提示するために, ガラスビーカーにコットン(3.0 cm×3.0 cm×3.0 
cm)を敷き詰め, 生後 6 日の仔マウスを入れた. 保温するために白熱灯を設置し, 刺激提示
直前 3 時間放置した.  
 
仔マウス超音波(pup USVs)の録音および編集 
	 超音波領域の音の測定には以下の機器を用いた. 超音波マイク(ACO TYPE 7016, ACO)
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を ア ン プ リ フ ァ イ ア ー (UMA-2, 室 町 機 械 , 東 京 ) に 接 続 し , 検 出 し た 音 を
vocalization-analyzer システム(MK-1500, 室町機械, 東京)を介してデジタル信号に変換, 
コンピューターに入力した. コンピューター上では Spectral LAB (Sound Technology Inc, 
米国)により, 検出した超音波領域の音声を表示することが可能である.  
	 生後６日の仔マウスをホームケージから隔離し, ビーカーに入れた. ビーカーの底から
15 cm の位置にマイクを設置し, 仔マウス超音波(pup USVs)を録音し, 10 秒間の音声ファ
イルを再生実験用に準備した. コントロール音声として, 録音したpup USVsの持続時間を
2 倍に編集した音声(double-duration ultrasounds; dUSs)を作出した.  
 
超音波領域の音声再生 
	 超音波の再生には nc-Si emitter を用いた. Nc-Si emitter はナノクリスタリンシリコン
(nano-crystarin Silicon; nc-Si)とクリスタルシリコンを交互に配置してあり, 熱を加えた
場合, 二つの物質の熱特性により機械的な大きな振動を伴うことなく超音波を発生するこ
とができる (Shinoda et al., 1999; Kihara et al., 2006). このスピーカーを前述した
MK-1500 の出力端子に接続し, さらに MK-1500 の出力端子にパワーアンプリファイアー
(アズビル, 神奈川)を接続した. 再生する信号は前述の Spectral Lab で自由に音圧などを設
定することが可能となっている(Uematsu et al.,2007). 実験の際は超音波が再生されてい
るか確認するため, 先述のマイクにより音声発生状態をモニターした.  
 
防音室および防音箱 
 実験は防音室(143 cm×228 cm×233 cm)の中に設置してある防音箱(70.5 cm×79.5 cm×




ら 60 mm, 底から 35 mm を中心として直径 40 mm), さらにケージ内で再生した音声の反
響を防ぐためにスリット(角から 1 cm, 底から 1 cm の位置に 4 mm 間隔で 8×12mm)をあ
けた. それぞれの穴には先端が筒で覆われた筒(内径 36 mm、外径 40 mm、長さ 150 mm)
を取り付けた(図.2). ケージには新しい床敷を敷き詰めた.  
 
二者選択課題手続き 
	 母マウスを飼育ケージから防音箱の二者選択課題ケージに移し, 赤色灯のもと 15 分間馴
化した. 馴化後, 様々な刺激物の組み合わせを筒の両端に置き, 母マウスの行動を 5 分間観
察した. 刺激物の組み合わせと使用した母マウスの数は下記の通りである. 条件 1. 生後６
日齢の仔マウス(Hypothermic pups; HP) v.s. 6 日齢の麻酔処置した仔マウス(Anesthetized 
pups; AP) (N = 15), 条件 2. 再生 pup USVs (USVs) v.s. 刺激物無し(Non-stimulus; NS) 
(N = 8), 条件 3. 仔マウス嗅覚刺激(Odor) v.s NS(N = 9), 条件 4. USVs＋Odor v.s. Odor(N 
= 8), 条件 5. コントロール再生音(dUSs)+Odor v.s Odor(N = 9), 条件 6. コットン(Cotton) 
v.s NS (N = 7). 音声再生のために, 筒の網のすぐ外側に nc-Si emitter を設置した. 嗅覚刺
激提示も同様に筒の網のすぐ外側にコットンを設置した. 音声と嗅覚刺激の共提示の際は, 
筒の網と nc-Si emitter の隙間に嗅覚刺激のためのコットンを設置した.刺激物提示中の母
マウスの行動は防音箱に設置された CCD カメラで記録し, 筒先の網への探索時間を計測し






を探索したのか, 探索時間を paired-t test にて解析した. 有意水準は 0.05%とした.  
 
2.2.2. 結果 
	 Paired-t test の結果, 条件 1 (HP v.s. AP)において, 母マウスは仔マウス側の網への探索
時間が麻酔仔マウス側よりも有意に長かった(図.3A: t(14) = 3.582, p < 0.01).  一方,  条件
2 (USVs v.s. NS)においては網への探索時間に有意差はなかった(図.3B: t(7) = 0.676, p = 
0.520).  条件 3 (Odor v.s. NS),  条件 6 (Cotton v.s. NS)においても網への探索時間に有意
差は認められなかった(図.3C: t(8) = 0.948, p = 0.371; 図.3F: t(6) = 0.714, p = 0.421).  し
かし, 条件 4 (USVs + Odor v.s. Odor)のように仔マウス超音波と仔マウス嗅覚刺激を共提
示した網への探索時間は仔マウス嗅覚刺激のみを単独提示した側への探索時間よりも有意
に長かった(図.3D: t(7) = 5.070, p < 0.01).  条件 5 (dUSs + Odor v.s. Odor)のように仔マウ
ス嗅覚刺激と共提示する音声をコントロール音に変更すると有意な嗜好性は消失した































図.3. 様々な刺激に対する母マウスの反応性. 縦軸は網への探索時間. (A) pup USVs を発する仔マウス(HP)と麻酔処置
した仔マウス(AP)への反応性(N = 15). (B)スピーカーから再生した仔マウス超音波(USVs)と刺激物なし(NS)への反応性
(N = 8). (C)仔マウス嗅覚刺激(Odor)と刺激物なしへの反応性(N = 9). (D)仔マウス超音波＋仔マウス嗅覚刺激
(USVs+Odor)と仔マウス嗅覚刺激への反応性(N = 8). (E)コントロール音＋仔マウス嗅覚刺激(dUSs+Odor)と仔マウス














	 動物は 2.2. 実験 1 に準ずる. 行動テストに使用していない母マウスを使用した. 母マウ
スと仔マウスを防音箱に設置されたホームケージと同じ大きさのテストケージ(角から 60 
mm, 底から 35 mm を中心として直径 40 mm の穴が各角にあいており, 穴は網で塞がれて
いる)に移し、24 時間馴化した. 馴化中に母マウスは 4 つの穴が空いている角のうちどれか
一つの角に巣を形成する. 巣を確認後、全ての仔マウスをテストケージから取り除き母マウ
スを一匹にした. 24 時間の馴化後, 母マウスがテストケージ内を動き回らないよう, 巣の周
りにパーティション(6.5 cm×11.0 cm×11.5 cm)を設置した. これは, 穴の外から提示する
刺激に母マウスが等しく暴露されるための手段である. パーティション設置 6時間後, 網越
しに様々な刺激を提示した. 提示した刺激と使用した母マウスの数は下記の通りである. 
仔マウス(HP, N = 10), 仔マウス超音波+仔マウス嗅覚刺激 (USVs+Odor, N = 8), 仔マウス




	 刺激提示 1.5時間後に免疫組織化学的手法のために母マウスを灌流固定した. ペントバル
ビタール(50 mg/kg)にて母マウスを深麻酔し, 0.1M PB(pH7.4)で溶解したホルマリン
(4%PFA)用いて灌流固定を行った. その後, 脳を 4%PFA に 4℃, 1O/N で固定し, 後固定の
ために 0.1M PBS で溶解したスクロース液(30%)に置換した. 脳はクライオスタットにて
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30μm ずつ冠状に切り出した . 脳地図 (Paxinos & Franklin, 2001)を参考に聴覚野
(Auditory cortex; Au; ), 前頭前野(Prefrontal cortex; PFC; ), 嗅球(Main olfactory bulb; 
MoB), 扁桃体基底核(Basolateral amygdala; BLA), 扁桃体中心核(Central nucleus of the 
amygdala; CeA), 扁桃体内側核(Medial amygdala; MeA)，BNST, MPOA を標的として免
疫染色を行った(図.4). 観察に用いた切片はAu, MoBが6枚, BLA, CeA, MeAが5枚, BNST, 
MPOA が 4 枚である. PBS を用い切片を洗浄し, 内在性のペルオキシターゼを失活させる
ために 0.1M PB で 0.3%になるように希釈した過酸化水素に切片を 15 分間浸漬した. 界面
活性剤である Triton X-100 を 0.5%含む PBS (PBST)にて切片を 3 回、各 10 分間ずつ洗浄
した. ブロッキングのために PBST で 5%になるように希釈した normal goat serum 
(Vector, 米国)に切片を 1 時間浸漬した. その後, 神経活性の指標となる早期発現遺伝子の
ひとつである c-fos の抗体(Ab-5, Rabbit, EMD Millipore Corporation, Billierica, MA)をブ
ロッキング液で 50,000 倍に希釈し, この一次抗体液で切片を 4℃にて一晩浸透した. 反応
が終了した後 , PBST にて切片を 3 回 , 各 10 分間ずつ洗浄した . さらに , 二次抗体
(Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG, Vector, 米国)をブロッキング液で 1000 倍希釈し, こ
の二次抗体液で切片を1時間浸漬した. Vectastain ABS kitにてシグナルの増感を行った後, 
DAB 溶液(3, 3'-diaminobenzidine, Vector, 米国)にて陽性細胞を可視化した. その後切片を
PBS にて洗浄し, 封入した. 顕微鏡で切片の写真を 10 倍率で撮影し(Olympus digital 
camera, Olympus Corporation, 東京), 切片を観察した(Olympus software, 東京). 刺激提
示条件が分からない状態で各領域に存在する c-fos 陽性細胞数を数えた. 
 
統計処理 
	 各領域における c-fos 陽性細胞数を各刺激条件群で比較するために刺激条件を因子として
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one-way analyses of variance (ANOVA)を用い主効果を検定し, その後, Bonferroni 法に
て後検定を行った. 有意水準は 0.05%とした.  
 
2.3.2. 結果 
	 One-way ANOVA の結果, 刺激条件の主効果が認められた(Au: F (4, 190) = 18.433, p < 
0.01; MoB: F (4, 223) = 39.914, p < 0.01; BLA: F (4, 190) = 29.705, p < 0.01; CeA: F (4, 
189) = 21.863, p < 0.01; BNST: F (4, 112) = 18.473, p < 0.01; MPOA: F (4, 112) = 31.605, 
p < 0.01)).これらの脳領域において仔マウスを提示した際の c-fos 陽性細胞数は刺激物なし
と比べて有意に多かった(図.5A, B, C, D, E, F).  仔マウス超音波を単独提示した際の c-fos
陽性細胞数が刺激物無し条件と比べて多かったのは Au のみだった(図.5A). 仔マウス嗅覚
刺激を単独提示した際の c-fos 陽性細胞数が刺激物無し条件と比べて多かったのは MoB の
みだった(図.5B).  仔マウス超音波と仔マウス嗅覚刺激を共提示した時に Au, MoB, BLA, 
CeA, BNST, MPOA において刺激物無し条件と比べて c-fos 陽性細胞数が有意に多かった 
(図.5A, B, C, D, E, F).  これら領域で観察された c-fos 陽性細胞数は BNST を除いて仔マウ









図.4. (A, F)聴覚野(Au), (B, G)嗅球(MoB), (C, H)扁桃体基底核(BLA)および扁桃体中心核(CeA), (D, I)分界条床核(BNST)
および視床下部内側視索前野(MPOA). 上段は刺激物なし(NS), 下段は仔マウス(HP)を暴露した母マウスからサンプル






図.5. 様々な刺激(超音波を発する仔マウス, HP(N = 10) ;再生した仔マウス超音波と仔マウス嗅覚刺激, USVs+Odor(N 
= 8) ; 仔マウス超音波, USVs(N = 7) ; 仔マウス嗅覚刺激, Odor(N = 8) ; 刺激物なし, NS(N = 6))を暴露した際の c-fos
陽性細胞数. (A)聴覚野(Au), (B)嗅球(MoB), (C)扁桃体基底核(BLA), (D)扁桃体中心核(CeA), (E)分界条床核(BNST), (F)






	 本章では,  親個体の養育行動を誘起するのに重要な仔マウスシグナルの認知機構を調査
した. とくに,  仔マウスの発する聴覚刺激と嗅覚刺激に注目し,  これら刺激が養育行動惹
起においてどのように機能するのか明らかにすることを目的とし,  様々な組み合わせの刺
激を提示し,  母個体の反応性を観察した. その結果,  仔マウス嗅覚刺激と聴覚刺激を共提
示することで母個体が嗜好性を示すこと,  それぞれの刺激の単独提示では十分な嗜好性を
誘起できないことを見いだし,  異なる 2 種類の刺激が相加的に作用することで養育行動を
誘起していることを明らかにした. さらに,  組織免疫科学的な手法により, このような複
数刺激に対する嗜好性に BNST/ MPOA や BLA, CeA が関与している可能性を見いだした.  
	 先行研究において,  我々は仔マウスを巣に戻す巣戻し行動と仔マウス超音波への反応性
が社会経験の獲得や性腺由来ホルモンの除去により等しく活性化することを見いだし,  仔




マウスの方に嗜好性を示したことも,  この可能性を支持している. また,  仔マウス聴覚刺
激の持続時間を 2 倍にし,  特性を変化させたコントロール音声に対しては嗜好性を示さな









を示し,  より直接的に仔マウスシグナルを複合的に受容することの重要性を明らかにした. 
嗅覚刺激のみで接近行動を誘起できなかった可能性として本実験に使用した嗅覚刺激が母
性行動を誘起するには量的に十分でなかったことも考えられる.  しかし, 嗅覚受容野であ
る MoB における神経活性化は仔マウス嗅覚刺激のみの提示でも認められ、さらにそのレベ
ルは実際の仔マウス提示時と差異がなかった.  このことから, 嗅覚刺激への嗜好性が生じ
なかった理由が刺激量の量的問題に起因しているとは考えにくい. 十分な母性行動の惹起
には嗅覚刺激と聴覚刺激の共提示が必要だと考えられる. 実際,  仔マウス嗅覚刺激とその
他の刺激が相加的に母個体に働きかけることで,  母性行動が円滑に発現する可能性が示唆
されている(Farrell and Alberts, 2002).  
	 我々は先行研究において ICR 系統のマウスは仔マウス聴覚刺激に対し高い接近行動を示
すことを明らかにした (Okabe et al., 2010; Uematsu et al., 2007). また,  NMRI マウス
も仔マウス聴覚刺激に高い反応を示すことが報告されている (D’Amato et al., 2005). これ









	 本研究は母性行動の制御中枢である BNST/MPOA が複合的な仔マウスシグナルの受容
により活性化することを初めて明らかにした. さらに,  BLA や CeA も活性化することが
明らかになり,  これらの脳領域が複合的な仔マウスシグナルの認知・受容に関与し母性行
動を駆動している可能性を示した. BLA は嗅覚刺激と聴覚刺激の両方を受容することが報
告されている(Campeau and Davis, 1995; Maren, 1999). さらに, 興味深いことに BLA は
BNST に投射していることも解剖学的な研究から明らかになっている(Pitkanen, 2000). こ
のことから,  BLA が仔マウス嗅覚刺激と聴覚刺激の統合処理の座の一つであり,  BNST
とMPOAに情報を伝達する役割があると考えられる. その一方で,  仔マウス聴覚刺激に加
え,  嗅覚刺激を暴露されることで母個体の Au の神経活性が上昇することが電気生理学的
な手法により報告されており,  複合的なシグナルが感覚受容野にも影響を及ぼすことが示
唆されている(Cohen et al., 2011). 本研究で用いた免疫組織化学的なアプローチ, とくに酵
素抗体法では活性化した神経細胞の活性頻度や強さ, 他細胞との機能的ネットワークなど
を解析することは不可能である. 複数刺激への行動学的な嗜好性と感覚受容野の活性に関
連があるか, 更なる検証が求められる.  
	 CeA も仔マウス嗅覚刺激と聴覚刺激を共提示した際に高活性化を示したため,  BLA と
同様,  複数の情報の統合に関与している可能性が示された. CeA は BLA から情報伝達を受
けているが(Tye et al., 2011),  CeA から BNST/ MPOA への直接的な投射は確認されてい
ない. このことから,  BNST/ MPOS で確認された高活性化は CeA の直接的な作用ではな
い可能性がある. その一方で,  CeA は不安や恐怖行動の調節機構として有名であり,  不安
の制御中枢である中脳中心灰白質(PAG)に投射をしている(Tye et a., 2011). CeA から出力
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しているニューロンのおよそ 98％は GABA 作動性,  つまり抑制性の出力であり,  PAG の
活性を抑えることで不安を調節している. また,  光遺伝学的手法を用いた最近の研究で
CeA の活性を人為的に操作することで不安行動を制御できることが報告されている (Tye 
et al., 2011). これらの知見をあわせ考えると,  複合的な仔マウス刺激を受容し CeA が活
性化することで PAG などの不安制御中枢への抑制性の出力が上昇し,  不安が軽減した結
果として母性行動の発現を促していることが考えられる. Neuman らは母性行動と不安行
動はシーソーのように表裏一体の表現型であり,  不安制御中枢の抑制が母性行動の発現に
重要であることを指摘している(Neuman et al., 2007). 本研究では母個体の不安レベルを
測定しなかったが,  仔マウス複合シグナルへの反応性における CeA の機能を解明するた
めに,  不安行動を観察する必要性がある.  
	 本章の結論として,  B6 の母マウスは仔マウス聴覚刺激と嗅覚刺激を単独提示されても
接近行動を示さないこと,  その両方を受容することにより高い接近行動を示すことが明ら
かとなった. また,  複合的な刺激受容により BNST, MPOA, BLA, CeA が高活性化を示し
たことから,  これら領域が異なる種類の刺激の統合処理を行い母性行動の発現に寄与して
いることが示唆された. とくに MPOA は養育行動の制御中枢であることから, 仔マウスシ




もたらす. また, 仔マウスシグナルへの反応性は養育行動同様, 社会経験の獲得などにより
活性化することを見いだしている . このような経験獲得による行動の可塑的な変化に
MPOA だけではく, BLA や CeA がどのように関与するのかは全く明らかにされていない. 
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経験獲得による養育行動亢進の神経機構を明らかにするために, 後の章では特に MPOA に














































	 養育行動は哺乳類に共通の行動であり,  多くの場合,  養育行動の発現には雌雄間の性
差が存在する. 一般的にはオスよりもメスの方が積極的な養育行動を示し,  例えば,  成熟
メスマウスに仔マウスを暴露すると高レベルの養育行動を示すが,  オスマウスは仔マウス
を忌避し,  時には攻撃行動まで示す. このような養育行動の性差はホルモンによる制御を
受けている. とくに,  ステロイドホルモンによる制御は古くから知られており, 養育行動
に対しアンドロゲンは抑制的に,  エストロゲンは促進的に作用することが明らかになって
いる(Gandelman, 1972; Svare, 1979; Koch & Ehret, 1989; Reburn & Wynne-Edwards, 
1999; Lonstein & De Vries, 2010). これらのことから, これら性腺を主な分泌母体とする
ホルモンが養育行動の性差の主要因と考えられている.  
	 性腺ホルモンに加え,  養育行動を制御するホルモンとして,  近年オキシトシンに注目
が集まっている . オキシトシンは主に視床下部室傍核 (hypothalamic paravetricular 
nuclei: PVN)にて合成され,  下垂体後葉の神経終末から血中に分泌されるペプチドホルモ
ンである. 受容体を介して乳腺筋上皮や子宮平滑筋の収縮を促進することで射乳や子宮収
縮を促進する作用があるが(Wakerley et al., 1994),  これらに加え社会行動も制御してい
ることが近年明らかになってきた(Nagasawa et al., 2012). とくに,  オキシトシンの機能
阻害やオキシトシンの受容体欠損によりマウスの巣戻し行動などの養育行動が阻害される
ことから(Pedersen et al., 1994; Takayanagi et al, 2005),  養育行動の発現にオキシトシン
が重要な役割を担っていると言える. また,  オキシトシンの分泌がエストロゲンにより促
進されることから(Alves et al., 1988; Hrabovszky et al., 1998),  エストロゲンなどの性腺




	 ホルモンに加え,  様々な社会経験の獲得も養育行動の発現に大きく影響を及ぼす. 先行
研究にて我々は育仔経験や交尾経験が巣戻し行動を活性化することを明らかにした(Okabe 
et al., 2010). このことから社会経験の獲得により仔に対する攻撃や忌避から積極的な養育
へと行動変化をもたらす機構が備わっていることが推察される. また,  興味深いことに交
尾や授乳, 分娩に伴いオキシトシンが分泌されることが報告されており(Higuchi et al., 
1985; Waldherr & Neumann, 2007),  社会経験獲得の養育行動修飾効果がオキシトシン産
出細胞やそこに投射する神経核などのオキシトシン神経系を介して生じている可能性があ
る. さらに,  先述の通りオキシトシン産出細胞は性腺ホルモンの制御を受けている可能性
もあり,  オキシトシン産出細胞,  性腺由来ホルモン,  社会経験が相互作用し養育行動を
促進していると考えられる. 我々は先行研究にて社会経験と性腺由来ホルモンが養育行動
だけでなく, pup USVs への反応性も制御することを示した(Okabe et al., 2010). また, 第











(Champagne et al., 2001), 仔マウス感作に対するホルモンの影響を調査することにした. 
そこで,  本研究では実験 3として様々なホルモン処置を施し,  ホルモン濃度をコントロー
ルした状態で社会経験による養育行動の促進効果を観察した. また, 同時にホルモン処置

























てきた C57BL/6j マウスを使用した。7-16 週齢のオスマウスとメスマウスをつがいにして
飼育し、妊娠、出産させた。生後 28 日で離乳し、その後 1 ケージにつき同性のマウスを 4
−5 匹で飼育した。すべてのマウスは 12 時間の明暗周期(明期;6:00-18:00，暗期;18:00-6:00)
で、一定の室温(24±1℃), 相対湿度(45±5%)に保たれた動物室で飼育ケージ(17.5 cm×
24.5 cm×12.5 cm)にて維持した。  
	 出産経験も育児経験もない雌雄マウスを“intact mice” (intact male, intact female)とし
た. 7-10 週齢時にイソフルランによる吸入麻酔を行い, 外科的に精巣あるいは卵巣の除去
(性腺除去)を行った個体をオスでは(Cast), メスでは(Ovx)とした. また, 性腺除去と同時に
テストステロンを投与した群とエストロゲンを投与した群を作出した(Cast T; Ovx T; Cast 
E; Ovx E). エストロゲンはコレステロールで 30%に, テストステロンは 75%に希釈し, チ
ューブ(Dow Corning Silastic tubing: 外径 2 mm, 内径 1 mm, 長さ 7 mm)の 5 mm まで充
填し, チューブの両側をシリコンゴムボンドで塞いだ. チューブは性腺除去手術の際に背
側頸部に埋め込んだ. エストロゲン, テストステロンの投与量については先行研究(Aoki et 





	 巣戻し行動および仔マウス感作の有無を調べるために, マウス(intact female, N = 8; 
intact male, N = 7)を飼育ケージから飼育ケージと同じサイズのテストケージに移した. ２
日間の馴化期間をおいてから被験個体と血縁関係のない 4-5 日齢の仔マウス 3 匹をケージ
の端に 20 分間おき, 全ての仔マウスを回収するまでの潜時を計測した(この時の回収潜時
を“初回仔マウス回収潜時”とした). 20 分間に仔マウスが１匹でも攻撃されたら直ちに全
ての仔マウスをケージから取り出し, 回収潜時を 1200 秒とした. また, 3 匹全ての仔マウス
を回収しなかった場合も回収潜時を1200秒とした. 仔マウス感作を誘起するために, 3分間
のインターバルをおいてさらに 5回, 仔マウスの連続暴露を行った. 連続暴露手続きの途中
で仔マウスが攻撃された場合, 全ての仔マウスを次の暴露タームまでケージから除外し, 
回収潜時を 1200秒とした.  合計 6回の仔マウス連続暴露を行った後, マウスはそのままテ
ストケージに置いた. 連続暴露から 4 日後, 4−5 日齢の新たな 3 匹の仔マウスを再びテスト
ケージに 20 分間おき, 仔マウス回収潜時を計測した(このときの回収潜時を“4 日後仔マウ
ス回収潜時”とした). 4 日後仔マウス回収潜時と初回仔マウス回収潜時を群間で比較した. 
さらに, 性腺由来ホルモンの影響を調べるために同様の方法で実験を行った(Intact male, 
N = 12; Intact female, N = 8; Cast, N = 11; Ovx, N = 11; Cast E, N = 8; Ovx E, N = 12; 
Cast T, N = 15; Ovx T, N = 12).  
 
統計処理 
	 性差検出のための行動テストでは巣戻し回収潜時を repeated two-way ANOVA (性×仔
マウス連続暴露前・後)を用いて比較し, 後検定に Bonferroni 法を使用した. 性腺ホルモン
の影響を調査するための行動テストでは repeated two-way ANOVA (処置×仔マウス連続
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	 Repeated two-way ANOVA の結果, 性(F (1,13) = 13.731, p < 0.01)と仔マウス連続暴露
前・後(F (1,13) = 11.487, p < 0.01)それぞれに主効果が認められた. さらに, 交互作用も認
められた(F (1,13) = 4.718, p < 0.05). 後検定の結果, intact female において 4 日後仔マウス
回収潜時が初回仔マウス回収潜時よりも有意に短かった (p < 0.01).  Intact male では有
意差が認められなかった. また, intact female の初回仔マウス回収潜時, 4 日後仔マウス回
収潜時は intact male よりも有意に短かった(図.6. 共に p < 0.01).  
 
メスマウスの仔マウス感作に対する性腺由来ホルモンの影響 
	 Repeated two-way ANOVA の結果, 仔マウス連続暴露前・後(F (1, 39) = 35.940, p < 
0.01)と処置(F (3, 39) = 5.014, p < 0.01)に主効果が認められた. Intact female, Ovx, Ovx E
において 4 日後仔マウス回収潜時が初回回収潜時よりも有意に短かった (図.7A, p < 0.01). 
しかし, Ovx T の初回回収潜時と 4 日後回収潜時に有意な差は認められなかった. Ovx T の
4 日後仔マウス回収潜時は Intact female, Ovx, OvxE よりも有意に長かった(Intact female
と Ovx E 対 Ovx T, p < 0.01; Ovx 対 Ovx T, p < 0.05).  
 
オスマウスの仔マウス感作に対する性腺由来ホルモンの影響 
	 Repeated two-way ANOVA の結果, 仔マウス連続暴露前・後(F (1,42) = 54.047, p < 0.01)
と処置(F (3,42) = 17.601, p < 0.01)に主効果, 交互作用が認められた(F (3, 42) = 13.357, p 
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< 0.01). Cast と Cast E において 4 日後仔マウス回収潜時が初回仔マウス回収潜時よりも有
意に短かった(図.7B, p < 0.01). しかし, Cast T は Intact male と同様, 両回収潜時間に差は
認められなかった. Cast E の初回仔マウス回収潜時が Intact male と Cast E よりも有意に
短かった(Intact male 対 Cast E, p < 0.01; Cast T 対 Cast E, p < 0.05). Cast と Cast E の




















                     	    
図.6.雌雄マウスの初回仔マウス回収潜時(Initial retrieving latency)と 4 日後仔マウス回収潜時(4 days after retrieving 
latency). *,p < 0,01, a vs. b, p < 0.01, A vs. B, p < 0,01. Mean±SEM. Repeated two-way ANOVA, Bonferoni test. 
 
 
図.7. メス(A)とオス(B)の初回仔マウス回収潜時(Initial retrieving latency)と 4 日後仔マウス回収潜時(4 days after 
retrieving latency). *, p < 0,01; a vs. b, p < 0.01; a’ vs. b’, p < 0.05; A vs. B, p < 0,01; A’ vs. B’, p < 0.05. Mean±SEM. 
Repeated two-way ANOVA, Bonferoni test. 
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	 動物は 3.2. 実験 3 に準ずる. オキシトシン産生細胞数を計測するために行動テストに使
用していないマウスを使用し, オキシトシン陽性細胞数を計測した(Intact male, N = 8, 
Intact female, N = 8; Cast, N = 8; Ovx, N = 10; Cast E, N = 7; Ovx E, N = 6; Cast T, N =  
10; Ovx T, N = 10). 性腺除去やホルモン処置を行った 3 週間後に飼育ケージから飼育ケー
ジと同じサイズのテストケージに移した 2 日間馴化した.  
 
組織免疫化学的手法 
	 灌流固定は実験 2 に準じた. 脳はクライオスタットにて 30μm ずつ冠状に切り出した。
切り出した切片は 3 枚おきに免疫組織化学染色に使用した。PBS にて切片を洗浄し、さら
に PBST にて切片を 3 回、各 10 分間ずつ洗浄した。ブロッキングのために 1% bovine serum
入り PBST(BSA-PBST)で 3%になるように希釈した normal goat serum (Vector, 
Burlingame, CA)に切片を 1 時間浸漬した。その後、BSA-PBST にて 2500 倍希釈したオキ
シトシン抗体(rabbit, EMD, 米国)で 4℃にて一晩浸漬した。反応終了後、PBST にて切片
を 3 回、各 10 分間ずつ洗浄した。さらに、BSA-PBST にて 1000 倍希釈した二次抗体(goat 
anti-rabbit IgG, Alexa 488, Life technology, 米国)に切片を４時間浸漬し, 陽性細胞を可視
化した . 反応終了後 , PBS にて切片を洗浄し , Fluoromout (Diagnostic Bio System, 
Peasanton, 米国)にて切片を封入した. 蛍光画像は顕微鏡に装着したレーザースキャンデ
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	 One-way ANOVA を用いて	 オキシトシン陽性細胞数を比較し, 後検定に Bonfferoni 法
を使用した. 有意水準は 0.05%とした.  
 
3.3.2. 結果 
	 One-way ANOVA の結果, それぞれの性におけるオキシトシン陽性細胞数に処置の効果
が認められた(メス: F (3,200) = 6.665, p < 0.01; オス: F (3,194) = 10.858, p < 0.01) メスに
おいて Intact female, Ovx, Ovx E のオキシトシン陽性細胞数が Ovx T よりも有意に多かっ
た (図. 9A, Intact female と Ovx 対 OvxT, p < 0.01; Ovx E 対 OvxT, p < 0.05). オスにおい
ては Cast と Cast E のオキシトシン陽性細胞数が Intact male と Cast T よりも有意に多か













図.8. PVN におけるオキシトシン陽性細胞の蛍光染色画像. 緑色に発色しているのが一つ一つの陽性細胞.  (A)Intact 












生じるか検証した. その結果,  初回暴露時に示す養育行動と, 仔マウス感作の有無に明確
な性差があることが分かった. 初回仔マウス暴露時の仔マウス回収潜時はメスの方がオス











いて実験を行った. メスマウスにおいて,  性腺の除去は巣戻し行動にも仔マウス感作にも







ロンを投与すると, オスのように仔マウス感作の阻害が生じた. このことから, 巣戻し行動
および仔マウス感作に対するテストステロンの抑制効果が性差をもたらしていることが明
らかとなった. テストステロンにより巣戻し行動が阻害されることは報告されていたが
(Reburn & Wynne-Edwards, 1999; Lonstein & De Vries, 2010; Okabe et al., 2010),  本研
究はさらに, 仔マウスの連続暴露経験という社会経験による養育の促進にもテストステロ
ンが抑制的に作用することを明らかにした.  





がある. たとえば, NMRI 系統のメスマウスは本実験に使用した B6 系統のマウスと異なり, 
卵巣を除去すると巣戻し行動の発現が低下する (Koch & Ehret, 1989). また ,  
Rockland-Swiss マウスでは卵巣除去してもおよそ 50％の個体は正常な巣戻し行動を示す
ことが報告されている(Gandelman, 1972). その他にも養育行動に対する卵巣切除の影響
を報告した研究には一致しない点が多い(Reburn & Wynne-Edwards, 1999). このような
矛盾する研究報告の根拠は分からないが, 卵巣除去やエストロゲン投与の巣戻し行動に対

















されている(Higuchi et al., 1985). これらの結果や先行研究から仔マウス連続暴露経験が性
腺ホルモンの影響下にあるオキシトシン産生細胞を介して巣戻し行動を促進していること
が示唆された. 多くの哺乳類において, 社会経験とエストロゲン, アンドロゲン, そしてオ
キシトシンなどのホルモンは複雑に作用し合うことで養育行動を制御する. 例えば, ヒト
やサルにおいて幼若個体に反応する際, テストステロン濃度が減少することが報告されて
いる(Gray et al., 2002; Prudom et al., 2008). また, ヒトの育児活性とオキシトシン濃度に
強い相関があることも確認されている(Ilanit et al., 2010). これらの研究は性腺ホルモンと
オキシトシン, そして社会経験が相互に作用しながら養育行動を制御していることを示唆
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以外の神経メカニズムが関与している可能性がある . とくに , 視床下部内側視索前野
(MPOA)は養育行動の制御中枢として機能しているが, この領域にオキシトシンを投与す
ると養育行動の活性化を誘起することができる(Pedersen et al.,1994; Pedersen & Prange, 







してオキシトシン産生細胞を制御していることが示唆されている. 実際, PVN のオキシト
シン産生細胞はアンドロゲン受容体を発現している(Zhou et al., 1994). また, オートラジ
オグラフィ−を用いた研究では去勢処置によりオキシトシン受容体がオスマウスやテスト






体βの mRNA を発現していることや(Alves et al., 1988; Hrabovszky et al., 1998;), エスト
ロゲンの投与により PVN におけるオキシトシン mRNA の発現が増加することがラットを








ロゲン, エストロゲン, オキシトシンの受容体が存在すること, これら受容体をノックダウ







ることで養育行動を制御している. そのため, 養育行動の促進にこれら 2つの因子がどのよ





ろう. また, 本章の実験により, オキシトシンが社会経験による養育行動促進を修飾する候













































	 先行研究および第 1, 2 章の研究により, 仔マウスシグナルへの反応性と養育行動が内分
泌ホルモンや社会経験の影響を同様に受けること, 2 つの表現型が共通の神経機構, とくに
MPOA により制御されている可能性が示された. 本章ではさらに詳細な神経メカニズムを
探るべく, MPOA に焦点を当て, 社会経験による養育行動促進効果の制御機構を調査する
ことにした. 養育行動は哺乳類に共通してみられる基本的な表現型であり, その神経基盤
は原始的な脳領域にある. 養育行動を制御する脳領域として視床下部内側視索前野(Medial 
preoptic area: MPOA)や扁桃体, 分界条床核などがラットやマウス, さらにヒトにおいて
報告されている(Neuman et al., 1998; Kuroda et al., 2007; Neuman et al., 2007). とくに, 
MPOA は 4 つの根拠から母性行動の制御中枢であることが明らかとなっている. 第一には
MPOA の破壊により養育行動が阻害される点である. 電気的, あるいは物理的な破壊によ
りメスマウス(Numan, 1974; Jacobson et al., 1980; Numan et al., 1988), オスマウス, さ
らに性成熟前の若い個体(Rosenblatt et al., 1996; Sturgis and Bridges, 1997; Kalinichev 
et al., 2000; Oxley and Fleming, 2000; Lee and Brown, 2002)の養育行動が阻害されるこ
とが報告されている. また, MPOA に GABA アゴニストを局所投与することにより養育行
動に障害が生じることも報告されている(Arrati et al., 2006; Pereira and Morrell, 2009). 
第二には, 高レベルの母性行動を示すラットやマウスの MPOA において神経活性化シグナ
ルの一種である c-fos や FosB タンパク質の発現が増加する点である(Calamandrei and 
Keverne, 1994; Fleming et al., 1994; Numan & Numan, 1994; Brown et al., 1996; Lin et 
al., 1998a). 第三には, MPOA の電気的な刺激により養育行動や仔マウス刺激に対する選択
性が増加する点である(Morgan et al., 1997; 1999). そして最後は, MPOA には養育行動の
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発現に関与するホルモン, 例えばプロラクチンやエストロゲンの受容体が発現しており
(Bakowska & Morrell, 1997; Shughrue et al., 1997), これらホルモンの MPOA への局所
投与により養育行動を賦活化できる点である(Numan et al., 1977; Fahrbach & Pfaff, 
1986; Bridges et al., 1990; Insel, 1990; Landgraf et al., 1992; Pedersen et al., 1994). 興味
深いことに機能的磁気共鳴画像化技術を用いた研究により, ヒトにおいても母親に子供の
画像を提示した際, 視床下部などが活性化することが報告されており(Noriuchi et al., 
2008), 視床下部, とくに MPOA が養育行動の特異的制御中枢である可能性が高い. しかし, 
いずれの研究も養育行動を示さない個体, あるいは養育行動の発現レベルが低い個体と, 
高レベルの養育行動を示す個体との比較研究にとどまっている. そのため, 同一個体の養
育行動が賦活化していくという行動変化の過程, たとえば第 2 章で明らかにしたような社
会経験による養育行動の活性化の過程に MPOAがどのように機能するのかはほとんど明ら
かではない. すなわち, 社会経験の獲得により MPOA にどのような可塑的変化が生じ養育
行動が活性化するのか定かではない.  
	 社会経験の獲得により脳内でオキシトシンの大量分泌が生じることや, その受容体の欠
損により養育行動の発現が阻害されることが報告されている (Higuchi et al., 1985; 
Takayanagi et al., 2005). また, MPOA にオキシトシンを局所投与することで養育行動を
誘起することが出来る. 重要なことに, 我々も第 2章にて仔マウス連続暴露経験による養育
行動の亢進に PVN のオキシトシン産生細胞が関与する可能性を明らかにしており, 社会経
験の獲得による養育行動の促進にオキシトシンが重要な役割を担う可能性は極めて高い. 
とくに, MPOA にはオキシトシン受容体が発現しており, 経験獲得時に PVN などオキシト
シン産生細胞が豊富に存在する領域から分泌されたオキシトシンが MPOA に作用し, 何ら
かの可塑的変化をもたらす可能性がある. そこで, 社会経験の獲得により, オキシトシンの
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大量分泌が生じ, MPOA に作用することで神経細胞が機能的に強化され養育行動の促進が
生じるという作業仮説を立てた. この作業仮説の検証のために, 本章では 実験 5 として第
2 章でも用いた仔マウス連続暴露による仔マウス感作の確認を行う. また, 経験依存的に活
性化する養育行動を制御する MPOA の局所領域を同定するために, 暴露量を調整し, 仔マ
ウス感作が生じる群と, 生じない群を作出し, 経験獲得時とその後の仔マウス再暴露時に
活性化する MPOA 局所領域の活性を比較した.さらに, 実験 6〜9 として経験による養育行
動亢進にオキシトシンが関与するのか薬理行動学, 生理学的手法を用いた検証を行った.  






















た C57BL/6j マウスを使用した。7-16 週齢のオスマウスとメスマウスをつがいにして飼育
し、妊娠、出産させた。生後 28 日で離乳し、その後 1 ケージにつきメスマウスを 4−5 匹で
飼育した。すべてのマウスは 12 時間の明暗周期(明期;6:00-18:00，暗期;18:00-6:00)で、一




	 仔マウス連続暴露手続きについては第 2 章に準ずる. 本章では連続暴露を 6 回行う群(高
感作群, N = 13), 1 回のみ行う群(低感作群, N = 14), 暴露を行わない群(コントロール群, N 
= 10)を作出した. 連続暴露手続きの 4 日後に 4−5 日齢の新たな 3 匹の仔マウスを再びテス




	 MPOA の活性化神経細胞を探索するために, 行動テストに使用していないメスマウスを
使用した. 経験獲得時に活性化する神経細胞を探索するために仔マウス連続暴露手続きを
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終えた 1.5 時間後に灌流固定を行った (高感作群, N = 7; 低感作群, N = 8; 感作なし群; N = 
8). また, 経験獲得 4 日後の仔マウス再暴露時に活性化する神経細胞を探索するために, 仔
マウス連続暴露手続きを終え, 4 日後に仔マウスを 5 分間暴露, その 1.5 時間後に灌流固定
を行った (図.10. 高感作群, N = 10; 低感作群, N = 10; 感作なし群; N = 5).  
	 灌流固定は実験 2 に準じた. 脳はクライオスタットにて 30μm ずつ冠状に切り出した。
切り出した切片は 3 枚おきに取り出し、免疫組織化学染色に使用した。PBS にて切片を洗
浄し、切片内在性のペルオキシターゼを失活させために 0.1M PB で 0.3%になるように希
釈した過酸化水素に切片を 15 分間浸漬した。界面活性剤である Triton X-100(Alfa Aesar, 
米国)を 0.5%含む PBS(PBST)にて切片を 3 回、各 10 分間ずつ洗浄した。ブロッキングの
ために PBST で 5%になるように希釈した normal goat serum (Vector, 米国)に切片を 1 時
間浸漬した。その後、神経活性の指標となる早期発現遺伝子のひとつである c-fos の抗体
(Ab-5, Rabbit, EMD Millipore Corporation, Billierica, 米国)をブロッキング液で 50,000
倍に希釈し、この一次抗体液で切片を 4℃にて一晩浸漬した。反応が終了した後、PBST に
て切片を 3 回、各 10 分間ずつ洗浄した。さらに、二次抗体(Biotinylated Goat Anti-Rabbit 
IgG)をブロッキング液で 1000 倍希釈し、この二次抗体液で切片を 1 時間浸漬した。
Vectastain ABS kit にてシグナルの増感を行った後、DAB 溶液(Vector Laboratries, Inc.)
にて陽性細胞を可視化た。その後切片は PBS にて洗浄し、スライドグラスに張付け、封入
した。 
	 脳地図(Paxinos & Franklin, 2001)を参考に MPOA を 3 つの領域(MPOA, MPA, LPO)に
分類した (図 .11). 顕微鏡で切片の写真を撮影し (Olympus digital camera, Olympus 
Corporation, 東京)、画像処理ソフトにて切片を観察した(Olympus software, 東京)。脳地
図を参考に作成した脳領域マップレイヤーを切片画像に重ね、領域を定義、群条件が分か
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	 4 日後の巣戻し行動テストにおける高感作群, 低感作群, コントロール群の仔マウス回収
潜時の比較, および MPOA の各局所領域の c-fos 陽性細胞数の比較には one-way ANOVA
を用い, 後検定に Bonferroni 法を使用した. 有意水準は 0.05%とした.  
 
4.2.2. 結果 
	 One-way ANOVA の結果, 4 日後の仔マウス回収潜時において処置(仔マウス暴露回数)の
効果が認められた(F (2, 34) = 10.7401, p < 0.0001). 後検定の結果, 高感作群の仔マウス回
収潜時が他の 2 群よりも有意に短かった(p < 0.01). 低感作群とコントロール群の間に有意
な差は認められなかった(図.12).  
	 One-way ANOVA の結果, 経験獲得時において MPOM, MPA, LPO, MPOA の c-fos 陽性
細胞数に処置の効果が認められた(MPOM, F (2,20) = 21.933, p < 0.01; MPA, F (2,20) = 
37.566, p < 0.01; LPO, F (2,20) = 15.303, p < 0.01; MPOA, F (2,20) = 33.135, p < 0.01). 
MPA, LPO, MPOA においては高感作群が低感作群, 感作なし群より, 低感作群が感作なし
群よりも有意に c-fos 陽性細胞数が多かった(図.13. p < 0.05). MPOM においては高感作群, 
低感作群が感作なし群よりも有意に c-fos陽性細胞数が多く(p < 0.05), 高感作群と低感作群
の間には有意差が認められなかった. 
	 One-way ANOVAの結果, 経験獲得 4日後仔マウス再暴露時においてMPA, LPO, MPOA
の c-fos 陽性細胞数に処置の効果が認められた(MPA, F (2,22) = 6.107, p < 0.01; LPO, F 
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(2,22) = 7.651, p < 0.01; MPOA, F (2,22) = 5.56, p < 0.05). MPOM の c-fos 陽性細胞数は高
感作群, 感作なし群, 感作なし群間で有意差が認められなかった (図.14.). MPA, LPO, 

























図.10. 実験の流れ. 経験獲得時に還流固定する群と, 4 日後の仔マウス再暴露時に灌流固定する群を作出した. 
 
 







図.12.各処置群(高感作群, 低感作群, コントロール群)の 4 日後仔マウス回収潜時. **, p < 0.01. Mean±SEM. One-way 
ANOVA, Bonferoni test. 
	  
 
図.13. 仔マウス暴露時に観察された各領域における c-fos陽性細胞数. MOM, LPO, MPOAにおいて仔マウス暴露量に比
例した c-fos 陽性細胞数が観察された. **, p < 0.01; *, p < 0.05. Mean±SEM. One-way ANOVA, Bonferoni test. 
 
図.14.	 経験獲得 4 日後仔マウス再暴露時に観察された各領域における c-fos 陽性細胞数. MPA や LPO, MPOA におい
て高感作群の c-fos 陽性細胞数が低感作群, コントロール群よりも多く, 低感作群とコントロール群間に有意差はなかっ
た. **, p < 0.01; *, p < 0.05.. Mean±SEM. One-way ANOVA, Bonferoni test. 
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	 本章実験 5 に準ずる.  
 
仔マウス連続暴露手続き 




1.5 時間後に灌流固定を行った (高感作群, N = 10; 低感作群, N = 10; 感作なし群; N = 6). 
灌流固定は実験 2 に準ずる.  
 
PVN 
 PBS にて切片を洗浄し, 切片内在性のペルオキシターゼを失活させるために 0.1M PB で
0.3%になるように希釈した過酸化水素に切片を 15分間浸漬した. 界面活性剤であるTriton 
X-100 を 0.5%含む PBS(PBST)にて切片を 3 回, 各 10 分間ずつ洗浄した. ブロッキングの
ために PBST で 5%になるように希釈した normal goat serum (ブロッキング液)に切片を 1
時間浸漬した. その後, 神経活性の指標となる早期発現遺伝子のひとつである c-fos の抗体
(Ab-5, Rabbit, EMD Millipore Corporation, Billierica, 米国)をブロッキング液で 50,000
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倍に希釈し, この一次抗体液で切片を 4℃にて一晩浸漬した. 反応が終了した後, PBST に
て切片を 3 回、各 10 分間ずつ洗浄した. さらに, 二次抗体(Biotinylated Goat Anti-Rabbit 
IgG, Vector, 米国)をブロッキング液で 1000倍希釈し, この二次抗体液で切片を 1時間浸漬
した. Vectastain ABS kit(Vector, 米国)にてシグナルの増感を行った後, SG 溶液(Vector 
Laboratries, Inc. 米国)にて陽性細胞を可視化した. その後切片は PBS にて洗浄し,さらに, 
グルシン塩 buffer に切片を 3 回, 各 30 分ずつ洗浄した. その後, 先述と同様の方法でブロ
ッキングを行い, ブロッキング溶液にて 1000 倍希釈したオキシトシン抗体(rabbit, EMD, 
米国)で 4℃にて一晩浸透した. 反応が終了した後, PBST にて切片を 3 回, 各 10 分間ずつ洗
浄した. さらに, BSA-PBST にて 1000 倍希釈した二次抗体(goat anti-rabbit IgG, Alexa 
488)に切片を４時間漬け反応させた . 反応終了後 , PBS にて切片を洗浄し , 二次抗体
(Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG)をブロッキング液で 1000 倍希釈し, この二次抗体液
で切片を 1 時間浸透した. Vectastain ABS kit にてシグナルの増感を行った後, DAB 溶液
(Vector Laboratries, Inc. 米国)にて陽性細胞を可視化した. 切片の撮影は本章実験 5 に準
ずる. 一個体につき 8 枚の切片を解析に使用した.  
 
統計解析 
	 活性化したオキシトシン陽性細胞の割合の比較は one-way ANOVA を用い検定した.  後







	 One-way ANOVA の結果, 経験獲得時の活性化オキシトシン陽性細胞の割合に処置の効
果が認められた(F (2,23) = 13.908, p < 0.01). 後検定の結果, 高感作群の活性化オキシトシ












































	 本章実験 5 に準ずる方法で仔マウス連続暴露手続きを行い, その 20 分後に頸椎脱臼によ
り安楽死させ, 断頭した. 迅速に脳を摘出し, ブレインスライサー(マウス用ブレインスラ
イサー, 室町機械株式会社, 東京)と脳芯抜き機(室町機械株式会社, 東京)を用い, MPOA(高
感作群, N = 13; 低感作群, N = 16; 感作なし群, N = 8)をパンチアウトした. パンチアウト
の工程は脳細胞の劣化を防ぐため氷上で行った. 採取した脳サンプルに 250 ul の Lysis 
buffer (1mM EDTA, ph8.0: 50mM Tris, ph7.4: 150mM NaCl: 10%, 1% Protease 
inhibitor)を添加し, ホモゲナイザ−を用いて組織粉砕した. その後, 4℃, 15000rpm の回転





（Protein Assay KitⅡ, Bio Rad）を Lysis Buffe で 10ng/ml から 2 倍ずつ段階希釈し,	約
 65 
0.156 mg/ml までの 7 段階を用意し,	8 段階目には Lysis Buffer のみとした.	スタンダード
溶液またはサンプルをそれぞれ２穴ずつ 96 穴プレートに 2 µl ずつ分注した.	5 倍に希釈し
た蛋白質測定用酵素試薬（Protein Assay KitⅡ、Bio Rad）を 150 µl/well を加えて室温で
5 分間静置した.	5 分後,	マイクロプレートリーダーを用いて波長 595 nm の吸光度を測定
し,	スタンダード溶液の吸光度から得られた検量線をもとにサンプルの Lysis Buffer 中の




	 EIA キット(Oxytocin Enzyme Immunoassay Kit Correlate 96well, 米国)を用いて測






	 高感作群, 低感作群, 感作なし群のオキシトシン濃度の比較は one-way ANOVA を用い 







	 One-way ANOVA の結果, 経験獲得時の MPOA オキシトシン濃度に処置の効果が認めら
れた(F (2,34) = 4.822, p < 0.05). 高感作群と低感作群の MPOA オキシトシン濃度が感作な


























                        
図.17. 経験獲得時の MPOA のオキシトシン濃度. 高感作群と低感作群が感作なし群よりも有意に高いオキシトシン濃



















BAC, 米国)を MPOA に局所投与するために脳定位固定装置を用いてカニューラ挿入手術
を行った. カニューラはガイドカニューラ(26G, 長さ 6 mm, 間隔 2 mm, バイオリサーチ
センター, 東京 )とインナーカニューラ(33G, 長さ 8 mm, 間隔 2 mm, バイオリサーチセ
ンター, 東京)から構成されており, まずはガイドカニューラの挿入オペを行った. マウス
をイソフルランにより吸入麻酔し, 脳定位固定装置に固定した. ブレグマを起点に A -0.14, 
L 0.6 の位置に印を付け, そこから両側方向に 1 mm ずれたところに電動ドリルで頭蓋骨を
切開し, ガイドカニューラを深さ 5.0 mm で挿入した. ガイドカニューラはデンタルセメン
トを用いて頭蓋骨に固定した. マウスを固定装置から取り外した後, 埃が入らないようガ
イドカニューラの先端にダミーカニューラをさした. オペ終了後マウスは個別飼育され 1






	 仔マウス連続暴露手続きの 30 分前にオキシトシンアンタゴニスト(OTA, 0.5μg/μl)の局
所投与を行った. インナーカニューラにシリンジポンプを接続し, 両側にそれぞれ 0.1μl
の OTA を投与した. コントロール投与には生理食塩水を使用した. また, 仔マウス連続暴
露手続き行った 4 日後, 巣戻し行動テスト 30 分前に OTA 投与する動物群も設定した.  
 
仔マウス連続暴露手続きおよび巣戻し行動テスト 
	 OTA 投与 30 分後に仔マウス連続暴露手続きおよび, 暴露 4 日後に巣戻し行動テストを行
った.  3 匹の仔マウスを巣に戻すまでの潜時を計測し,コントロール群である saline 群と比
較した(OTA 投与群, n = 13; Saline 群, n = 7). 仔マウス連続暴露手続きは第 2 章に準ずる. 
また, 仔マウス連続暴露を行った 4 日後, 巣戻し行動テスト 30 分前に OTA を投与し, その
後の巣戻し行動潜時をコントロール群と比較した(OTA 投与群, n = 9; Saline 群, n = 7). 全




と 4 日後暴露)をファクターとし two-way ANOVA with repeated measures を行った. 後検







	 Two-way ANOVA with repeated measures の結果, 仔マウス連続暴露前の局所投与実験
において処置の効果 (1 匹目: F (1, 18) = 6.196, p < 0.05; 3 匹目: F (1, 18) = 4.738, p < 0.05)
と暴露タイミングの効果 (1 匹目: F (1, 18) = 6.910, p < 0.05; 2 匹目: F (1, 18) = 10.231, p < 
0.01; 3 匹目: F (1, 18) = 10.732, p < 0.01)が認められた。処置と暴露タイミングの交互作用
も認められた(1 匹目: F (1, 18) = 52.292, p < 0.01; 2 匹目: F (1, 18) = 15.560, p < 0.01; 3 匹
目: F (1, 18) = 17.567, p < 0.01). Saline 投与群において 4 日後の仔マウス回収潜時は初回
の仔マウス回収潜時よりも有意に短かった (図.19. p < 0.01). 一方, OTA 投与群の 1 匹目仔
マウス回収潜時は初回よりも 4 日後に有意に上昇していた(図.19. p < 0.01). また, 4 日後仔
マウス暴露時における仔マウス回収潜時は Saline 群よりも OTA 群の方が有意に長かった
(図.19. p < 0.01).  
	 Two-way ANOVA with repeated measures の結果, 仔マウス連続暴露 4 日後、再暴露前
の局所投与実験において暴露タイミングの効果が認められた(1 匹目: F (1, 14) = 26.467, p  
< 0.01; 2 匹目: F (1, 14) = 14.71, p < 0.01; 3 匹目: F (1, 14) = 10.988, p < 0.01). Saline 投与
群と OTA 投与群は共に 4 日後の仔マウス回収潜時が初回仔マウス回収潜時よりも有意に短
かった (図.20. 1 匹目: OTA 投与群と Saline 投与群: p < 0.01; 2 匹目: OTA 投与群: p <  
0.05; Saline 投与群: p < 0.01; 3 匹目: Saline 投与群: p < 0.05). また、OTA 投与群の 4 日後
再暴露時における 2 匹目の仔マウス回収潜時が Saline 群よりも有意に上昇していた(図.20. 



































図.19. 仔マウスの連続暴露開始前における薬剤局所投与の効果. Saline 投与群は 4 日後暴露時における仔マウス回収潜
時が初回暴露時よりも短くなった. 一方, OTA 投与群は 4 日後暴露時における仔マウス回収潜時が初回暴露時と比較し















図.20. 仔マウス連続暴露の 4 日後の再暴露前における薬剤局所投与の効果. Saline 投与群は 1 匹目, 2 匹目, 3 匹目の仔
マウス回収潜時が 4 日後に有意に短くなった. また, OTA 投与群も 1 匹目, 2 匹目の仔マウス回収潜時が 4 日後に有意に














	 本章では社会経験の獲得により亢進する養育行動の制御機構・因子として MPOA とオキ
シトシンに着目し, その機能同定を目指し実験を行った. 実験１では養育行動の指標とし
て巣戻し行動に注目し, 経験量依存的な巣戻し行動の亢進が生じるか調べた. 仔マウスに 6
回連続で暴露された高感作群は 1 回しか暴露されなかった低感作群, 暴露されなかった感
作なし群よりも仔マウス回収潜時が短いことが明らかになった. また, 1 回暴露群の仔マウ
ス回収潜時は感作なし群と同じになった. このことから, 6 回連続で仔マウスに暴露されな
ければ十分な巣戻し行動の亢進が生じないことが分かった. また, 連続暴露された際の
MPOA の神経活性を調べたところ, MPOA 全体, とくに MPA や LPO において暴露量依存
的な神経活性が認められた. その一方, 行動に変化が生じる連続暴露 4日後に仔マウスを再
暴露し MPOA の神経活性を調べた結果, 低感作, 感作なし群よりも短い潜時で巣戻し行動
を示す高感作群の MPA や LPO において, 低感作群や感作なし群よりも高い神経活性が認




生じ, 巣戻し行動が亢進することが示唆された. これまで, 高レベルの養育行動を示す個体
において MPOA が高活性化を示していることや, MPOA の破壊により養育行動が阻害され
ることがげっ歯類を用いた研究で報告されてきた(Numan et al., 1988; Lee and Brown, 
2002; Tsuneoka et al., 2013). このことから MPOA が養育行動を制御する責任部位である
ことが示唆されている. しかし, 社会経験の獲得により MPOA にどのような可塑的変化が
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生じるのか定かではなかった. 本実験は経験獲得による養育行動の亢進をもたらす神経機
構として経験量依存的な MPOA の活性化と, その後の MPOA 外側部の機能的な強化が関
与する可能性を示し, より詳細なメカニズム解明に向け重要な基礎データを示した.  
	 脳の可塑性については記憶を制御する海馬において研究が盛んに進められてきた. 学習
により海馬の神経回路において情報伝達効率の上昇や神経新生が生じることが報告されて
おり, 経験による行動変化のメカニズムの一つとして考えられている(Reijmers et al., 
2007; Matsuo et al., 2008). MPOA においても社会経験の獲得により海馬と同様の神経新
生が生じているのか, あるいは既存の神経細胞において活性頻度が上昇するなどの機能強
化が生じているのか明らかにすることは, 経験による養育行動促進のメカニズム解明に大
きく貢献する. しかし, 未だこれら可能性は検証されていない. その最大の要因は, 社会経
験により活性化される神経細胞を in vivo で持続的に標識し, 養育行動の発現促進との関連
性を調べることが極めて困難だったためである. 近年, 一度活性化した神経細胞を持続的
に標識し, その樹状突起スパインの数や形態を詳細に観察できる遺伝子改変マウスが作出
された(Matsuo et a., 2008). また, より簡便な方法で任意の刺激依存的な神経活性を誘導
でき, その活性を持続に観察することが出来るマウスも開発された(Guenthner et al., 
2013). これら遺伝子改変マウスの作出により, 養育行動中に活性化する神経細胞と, それ
以前の社会経験により活性化した神経細胞を in vivo で識別することが可能になった. これ










細胞が高活性化することが報告されており(Munetomo et al., 2013), オキシトシンが経験
による行動修飾をもたらす因子の一つである可能性は高い.  
	 我々はさらに, オキシトシンの機能を解析するために, 経験獲得時のオキシトシン分泌
量を調査した. 仔マウスを連続的に暴露した後, MPOA のオキシトシン濃度を測定した結
果, 暴露回数に関係なく一度でも仔マウスに暴露されることでオキシトシン濃度が上昇す
ることが確認された.  MPOA の神経細胞と PVN のオキシトシン産生細胞には直接的な投
射があることが報告されており(Sawchenko and Swanson, 1982), 仔マウス暴露刺激によ
り PVN にて産生されたオキシトシンが神経終末から MPOA に分泌されていると推察され
る. しかし, 免疫組織化学的手法と生理学的手法から得られた実験結果には矛盾があった. 
オキシトシン産生細胞の高活性化は高感作群においてのみ認められた一方で, オキシトシ
ン分泌量は高感作群と低感作群の 2 群間で差がなかったためである.  このような矛盾をも
たらす要因は定かではないが, 一つの可能性としてオキシトシンの分泌持続時間の差異が
考えられる. 本実験では連続暴露が終了した 20分後にMPOAをサンプリングし, オキシト







	 仔マウスの連続暴露により PVN におけるオキシトシン産生細胞の活性が上昇し, MPOA
におけるオキシトシン濃度が上昇することが確認された. このことからオキシトシンが
MPOA に直接作用し巣戻し行動の亢進をもたらしている可能性が考えられた. 我々はこの
可能性を検証するためにオキシトシンのアンタゴニストを MPOA に局所投与し, 巣戻し行
動亢進への影響を調査した. その結果, オキシトシンアンタゴニストの投与により経験に
よる巣戻し行動の亢進が阻害され, 暴露 4 日後の仔マウス回収潜時がコントロール群より
も長くなることが明らかとなった. また, 興味深いことにオキシトシンアンタゴニストの
投与は, 初回仔マウス回収潜時は延長せず, 仔マウスの暴露に伴う回収潜時の短縮を阻害
することが確認された. オキシトシンアンタゴニストを MPOA に投与すると出産後の養育
行動が阻害され(Fabrbach and Pfaff, 1986; Pedersen, 1994), また逆にオキシトシンを投
与すると養育行動が賦活化することから養育行動の発現にオキシトシンが関与することは
明らかになっていた(Pedersen and Prange, 1979). しかし, 本実験はさらに経験獲得によ
り養育行動が亢進する過程においてオキシトシンが作用することを示した. また, 感作を
終えた 4 日後にオキシトシンアンタゴニストを投与しても巣戻し行動の亢進は阻害されな








































に, 第 1 章では親個体の接近行動を誘起する仔マウスシグナルの同定とその受容認知機構
を検証した. 第 2 章では養育行動の亢進をもたらす社会経験とホルモンがどのように相互











育行動を発現する(Seegal & Denenberg, 1974; Ley et al., 2004). また, 嗅覚シグナルだけ
でなく聴覚シグナルも養育行動の発現に大きく寄与することが示唆されている(Uematsu 
et al., 2007). このように, 幼若個体が発する様々なシグナルは親の養育行動を誘起するこ
とが知られていたが, これらシグナルの養育行動への作用はそれぞれ別個に調査されてき





また, ２種類のシグナルを同時提示することで Au や MoB などの感覚受容野に加え, BLA
や CeM, BNST/ MPOA が高活性化することを見いだし, これら神経領域が複数の幼若個体
シグナルの受容認知に関与することが示唆された. BLA には聴覚・嗅覚シグナルの両方の入
力があることから, BLA が複数のシグナルの統合領域である可能性が高い. また, BLA は養
育行動の制御中枢である MPOA と, 不安行動の制御中枢である PAG へ抑制性の情報伝達
を行う CeA にそれぞれ投射している. これらの解剖学的な知見を併せ考えると, 複数のシ
グナルが BLA に同時に入力されることで MPOA と CeA を高活性化, 養育行動を活性化す
ると共に不安を抑制していることが考えられる.  
	 １種類の仔マウスシグナルではなく複数のシグナルが提示された時にのみ接近行動を示
すという行動特性は今回実験に使用した B6 の性質に依存した可能性がある. 実際, 先行研
究で用いた ICR 系統のマウスは聴覚シグナルを単独提示した場合でも, 高い接近行動を示
した(Okabe et al., 2010). 不安を測定する高架式十時迷路テストなどでは B6 は他系統のマ
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ウスよりも高い不安行動を示すことが報告されている(Griebel et al., 2000). 十分な接近行






接近行動を示したと考えると,  今回観察された B6 の行動, 各神経領域の反応には適応的
な意義があると考えられる. 聴覚シグナルの単独提示のみで高い接近行動を示す ICR 系統




	 第 2 章では仔マウス暴露経験とテストステロン, エストロゲンの養育行動への作用を調
査した. その結果, テストステロンが仔マウス暴露経験による巣戻し行動の亢進を阻害す
ることが明らかになった. また, テストステロンは PVN におけるオキシトシン産生細胞数
を減少させることも明らかとなり, 経験による巣戻し行動の亢進にテストステロンの制御









MPOA の中で特に LPO が重要な制御領域であることが示唆された.  
 オキシトシンは接触刺激や授乳刺激などにより分泌が促進される事がげっ歯類で報告さ
れている(Higuchi et al., 1997). また,  ヒトやイヌにおいても他個体とのインタラクショ
ンにより血漿中オキシトシン濃度が上昇する (Nagasawa et al., 2009; Mitsui et al., 2011).  
Feldman らは母親の血漿中オキシトシン濃度を測定し,  さらに出産後 1 ヶ月に母子間の
15 分間の交流の観察と母親へのインタビューを行い,  母性行動および母性に関する表象
を数値化した. その結果,  妊娠早期及び出産後のオキシトシン濃度が,  アタッチメントに
関する表象や子への注視,  情動的接触などの母性行動と有意に相関する事を見いだした
(Feldman et al., 2010). また,  母親の唾液中および血漿中オキシトシン濃度と,  子との情
動的な同調行動との間の相関を示す報告もある(Feldman et al., 2011). 母親のアタッチメ
ント行動のパターンに注目した研究では,  安定的アタッチメントスタイルを持つ母親の方
が,  不安-回避型愛着アタッチメントスタイルの母親よりも,  子との交流後の血漿中オキ
シトシン濃度が高くなることも示されている(Gordon et al., 2010). 第 2 章ではオキシトシ
ン産生細胞がテストステロンによる抑制性の制御を受けていることを示したが, ヒトにお
いても唾液中のテストステロン濃度が高い父親は低い父親よりも子供の泣き声に対してネ
ガティブな印象を抱くことや (Fleming et al., 2002), 血漿中オキシトシン濃度が高いほど




	 オキシトシンの受容体は脳内のあらゆる部位に発現しているが(Yoshida et al., 2009), オ
キシトシンアンタゴニストを MPOA に局所投与した結果,  巣戻し行動の亢進が阻害され
たため,  MPOA や LPO がオキシトシンの作用点として重要である事が示された. MPOA
は養育行動だけでなく, 接触やストレス応答, 睡眠や性行動など様々な本能行動を制御し
ている. しかし, MPOA に存在する様々な神経亜核が具体的にどの行動を制御しているの
か, その詳細な対応関係はあまり研究が進んでおらず, MPOA 神経亜核に存在する神経細
胞の分子特性や投射先などの解剖学的な検証が急がれている. 近年, LPO の神経細胞がエ
ストロゲン受容体やオキシトシン受容体を持つことが明らかになった (Tsuneoka et al., 
2013). エストロゲンやオキシトシンを MPOA に投与すると養育行動が活性化することが
報告されているが(Siegel & Rosenblatt, 1975), これらのホルモンの作用点が LPO の神経
細胞である可能性がある. オキシトシンアンタゴニストにより巣戻し行動亢進が阻害され
るという今回の実験結果とも整合性がある. その一方で,  オキシトシンの側座核への局所
投与により,  報酬系が活性化しプレーリボウルの雌雄間ペア形成が促進されることから
(Lim et al., 2004), MPOA 以外にも他個体との関係性構築に作用するオキシトシンの作用
点があると考えられる. また,  MPA にオキシトシン産生細胞が存在し,  腹側被蓋野に投






	 LPO 神経細胞は GABA 作動性ニューロンであることも報告されている(Tsuneoka et al., 
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2013). Neuman らは MPOA を物理的に破壊すると PAG の神経活性が高まることから, 







あるが, LPO から抑制性の投射があることが示唆されている. 今回の研究では仔マウスシ
グナルを提示した際に活性化した MPOA 神経細胞の詳細な解析を行わなかったため, 第３
章で明らかにした神経機構が仔マウスシグナルへの接近行動に直接関与するのかは定かで
はない. しかし, 社会経験や性ホルモンは仔マウスシグナルへの反応性と巣戻し行動に同
様に作用することから(Okabe et al., 2010), 制御機構が共通している可能性は高い. その
一方で, 養育行動に含まれる巣作り行動や licking/ groomingなどはMPOAに存在するそれ
ぞれ異なる神経領域が制御していることも示唆されており(Noonan & Kristal, 1979; 
Tsuneoka et al., 2013), MPOA の局所領域を詳細に解析する必要がある. 今後, 第３章で見









は出来なかった. しかし, 今回観察した LPO とほぼ同じ領域の神経細胞がオキシトシン受
容体を発現していることが報告されており(Tsuneoka et al., 2013), オキシトシン受容体を
持つ神経細胞が巣戻し行動の亢進に関与していると推察される. 現在, この可能性を検証
するためにオキシトシン受容体のプロモーター下流に外因性の蛍光タンパク質である
Venus 遺伝子がノックインされているマウスを用い実験を継続している. また, LPO 神経
細胞やオキシトシン受容体をもつ神経細胞の機能を実証するには, 神経活性を人為的に操
作することで行動が制御できるか調査する必要がある. そこで, オキシトシン受容体プロ
モーター下流に Cre を発現する遺伝子改変マウスと Cre 作動性の DREAADs(designer 
receptors exclusively activated by designer drugs)ウイルスを用いた実験を計画している. 
これらを用いることで, オキシトシン受容体を発現する神経細胞特異的に DREADDs を発
現させ, DREADDs に特異的に作用するリガンドを投与することで, 神経細胞の活性を操作
することが出来る. 今後, これら新規手法を用いた実験を継続することで, 経験獲得による
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